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Beach relbung 

Aua dereuropaischen Patents nmeldung mitder VerWfentltehungsnummef (EP-A) 0 171 024 sind Derivate 
des Hirudin und ihre gentechnische Heratellung bekannt 

Es wuide nun gefunden. dad das Hirudin-Derivat der Aminosiuresequenz 

0 1 10 
Leu- Thr- Tyr- Thr- Asp- Cys- Thr- Glu- Ser- Gly- Gin- Asn- Leu- Cys- 

20 

Leu- Cys- Glu- Gly- S er- Asn- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Aon- Lys- Cys- 

30 40 
I le- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val- Thr- Gly- 

50 

Glu- Gly- Thr- Pro- Lys- Pro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

2> Glu- Glu- He- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Gin 

elne Ralte von Vbrteilen aufwalet In dlasar Sequenz wide die Numenerung gemaft EP-A 0 171 024 beibe- 

25 ^Daa Hirudin und seine Derivate weiean untarschladliche bkHogisehe AktMtatauf, was auf eine unteischied- 
liche Afflnitat zum Thrombin und/odar elne unterachiedliche Stabilitat zuriJckgefDhrt warden kann. Das erflrv 
dungagemaBe Hlrudln-Denvat zelchnet aleh Oberraachenderwelse durch elne besondere Akth/ittt aua. 

Weiterhin wurde gefunden, deft das erflndungagemalla Hlrudin-Derlvat besondera vortailhaft in Hafen 
exprimiert wrird . Wie Vergletehevereuche zeigten, erfolgt elne Expression von analogen HirudbvDerivaten, die 

30 N-tarnHnal rrtt Thr-Tyr Oder De-Tyr beglnnen, nur mi niedrigen Auabeuten. i ^ 

Die Expression sua Hefezelen 1st nlcht nurdeehalb vortalhaft, wail das Hlrudin-Derlvat sataetiert wlrd, 
sondern vor allem deshalb, wel es praktlsch quanttetlv In rtehtlg gafaltotor Form vorllegt und hohe AktMtat 

-j>tj-.a 

Die Figur 1 zelgt Ktonierungevektoren zur Gewlnnung alnerGenstrukter. diefDr das Hafe-MFa-Vorlaufar- 
preteln und daa erflndungsgemaae Hlmdinderlvat codiert Die Figur 2 zelgt einen Hefe-Expressionsvektor mR 
dissar Genstruktur. 

Die Herstellung des erfindungsgamafien Hirudln-Derivata kann selrjstverstflndlteh auch nach anderan Me- 
thodan erfblgen, belapielswelae durch Expression In Baktorian Oder m hoheren eukaryotlachan Zellen wie In- 
sektenzailen Oder tlerischen Zailen. Bevorzugt wird jadoch die Expression aua Hefesystemen, beiapietoweiee 
40 unter Verwendung der Hefe-Arton, wie ale in der EP-A 0 248 227 aufgefuhrt sind, z. B. Ptehia paetorta, 

Hansenula polymorph!*, Schizosacchajoniyces pomba odar bavorzugt Saccharomycas cerevisJaa. 

Vektoren fur die Expression in Hafen sind in groBer Zahl bekannt, beispielswelse aua EP-A 0 060 057, 0 
088 632 0 116 201, 0 121 884, 0 123 544 und 0 195 691. Die Herataltung dea erflndungagemflfien Hlrudin- 
Derivats'wird im fblgendan anhand dea HelWFaktorsyatama beschrieban, was Jadoch nur als baiepielhaft 
45 zu verstahan 1st, da in an steh bakannter Waiae auch andere Expreaslonssyslerne eingesatzt warden kflnnen. 
Die Struktur daa Hefe-Pharerittngans MFa 1st bekannt aua Kurjan und Hershkovitz, Call 30 (1982) 933- 
943 wo auch die MogDchkaft der Expression anderer Gene und die Sekretlon der Genprodukto dlakutlert wlrd. 
Diesbezuglich kann auch auf Brake etai., Proa Natl. Acad. Sci. USA 81 (1 984, 4842 -4646, varwiasen warden. 
Ais Hefevektoren warden vortalhaft sogenannte ■shuttlaM/ektoran verwendet, die einen baktartelen 
so Plasmid- und einen HafeclasiTii^Raplikationsursprung aowie Gene zur Selaktion in beWen Wirtasysteman 
aufwaiaen. Femer enthalten aoicha Vaktoran die zur Expression fremder Gana notwandigen Promotorsequerv 
zen und gegebenenfalla zur Verbassarung der Auabeuta eine Tenrfnatorsec.uenz, so dafi daa hatarotoge Gan 
- zweckmaaig fusionlert an sakretorische Slgnale - zwtochen Promotor und Terminator angeordnet let 

Die Erf indung wird durch die Wgenden Baiapiele nflher erlflutart Prozentangaban bazlehen eich auf daa 
55 Gewicrtt 
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Msptol 1: Konatruktlon des Exprasslonsvektors 

Zunfchst wlrt die DNA-Sequenz I (Tabelle 1) nach dem Phosphltverfahren synthetlslert DleseDNA-So- 
quenz codtert fur die Aminosauien 49 bis 80 dea MFa-Vorlfiuferproteins und entspricht im wessntllchen der 

^S^I^S^^IwWzunachst ale Sonde zurlsdierung dee Gens fit den a-Faktorverwendetundhter- 
zumit^PmaiWertMttHIfedleser^ 

handeteOblich und z. B. bel Clorrtech Laboratories Inc.. 4055 Fabian Way. Palo Alto. CA94303 erhaKllch s.nd) 
das Gen isoliert. Dazu werten Xgt11-Phagen. die das a-Faktorgen tragen. In einem Plaque- 
Hybridteierungsexperiment identiflztert Phagen aue als positJv idertttfizierten Plaques werden Kdiert, ver- 
n^rtuTdleDNA^ 

E/eTnem ^hW^nefer-Experiment wlrt die Membran gegen die^rWerte D^ueralhy- 
bXertPhagerrDNA.dieeinca.1.75kb*ra^ 

EnzyrVgespalten und das errtsprechcnde Fragment isoliert Der Vektor pUC 19 wWmi EcoRI 
^Tundmit denv j! ^Fragment mil T4-Ugaae umgesetzt Man erhat den Kto^erungavelctor 1 

ln^Tabdle2dnddleWon.erungsve^ 
wurten Die Tabeile zeigt hlerbei nur die Pdyllnker-Region dieserVektoren in derObllctan wo- 
Z IlhSnn durch punktierte und die Hlrudin-Sequenzen durch gestrld^Unten angedeutot 
Snd L iDunSez^ene Union bedeuten pUC bzw. Unker-Sequenzen. Die Flgur 1 zeigt dies. Klorterungsvek- 
toren schematlach und nicht maBstabsgrtreu. , ^ „„.„„i Mm lanlllirt 

Mit dem Ugattonsgemlsch wrd der Stamm E coil 79/02 ^^ mi ^ c W f« ^"^^^ 
hleraus die P^mW-DNAgewonnen und Plasmide. die das 1 .75 W>EcoRI-Fragrr>ent onth^ton. kler^lztert 

Die nattrllche DNA-Sequenz des Vorlauferprotelns fOrMFa enthalt Im Beretcr, Codons «r d i e Amlno- 
sauren eTb 10 elne fSschnittotdie und In Berefch der Codons fur * 
SchnHtsteile. Aus der isoiierten Ptesmid-DNA wrd nun durch Umsetang 

llert dasfOr die Aminosiuren 9 bis48 derMFo-Voriaufersequenzcodiert Der Vektor pUC18wWrr.it Pad und 
BSS.- mftdem Patt-Taql-Fragment sowie ml der synthetase, ■ P^Sequanz ^Hlf^U- 
uLse umgesetzt Mit dem Ligatlonsgernlsch wlrd E. coil 79/02 tranaformiert ^ransforr^toregemte^ 
wirtauf IPTGOCgal^p-Platten ausptettiert. Weitte Kotonlen werden isoliert und die P^d-DNAd^r Ktone 
durch Restriktonsanaiyse chaxakterisiert Man erhatt so den Klonienjngsvektor 2. derfur die Aminosauren 8 
bla 80 der MFa-Vorlflufersequenz codiert 

Aus dem Wonlerungsvektor 2 wW durch Umsetzung mit Pstl und Kpnl die genannte codterende Sequenz 
ausgeschnitten und In die Im fotoenden beschriebene Ugierung elngebracht Hlerzu wrd der Wonterungevek- 
tor 1 mit EcoRI und partial mit Pstl umgesetzt und das die Codierungssequenz (Or die ersten 8 Arrinosauren 
^SZSuenz urnrassZTragment isdtort Weitorhin wW ******** EooWund 
Kpnl geflrfnet und mit den bekten beschrlebenen Fragmenten llglert, wobei der Klonlerungavektor 3 entsteht 
Dieser codiert fur die geaamte VorlSufereequenz dea MFablszurAmlnos§ure80. 

Ala Ausoaruamaterid(urden groliten lei der Hludln-Sequenzdlentdas In der EP-A0 171 024 da "DNA- 
SequerrTSgietene aynthetische Gen, das In der voriiegenden Tabelle 1 ate DNA-Sequenz IV airfge- 
fOhrt 1st In dieser Sequenz sind die ResWdionaenzym-Schnittatellen durch Unterstretehung hMVMM 
ImBereich der Aminosauren 1 bte 3 schneidet Acd , Im Berefch der Aminosauren 30/31 BamHIunc Lbaghmnd 
mit dem ietzten Stop-Codon. Sad. Am 6'-Ende des Gens flndet slch die Oberhingende Sequenz fOr Xbal und 
an 3'-Ende die Oberhflngende Sequenz (Or Sail. . . . T . fyyA\ 

Dieses aynthetische Gen wurde in zwei Teflon subkloniert (Flguren 1 und 2 In derEP-A0 1 71 024). Dtese 
Subldonlerungsvektoren slnd ki der Tabelle 2 unter Nr. 4 (entsprechend Flgur 2 von EP-A 0 171 024) bzw. 6 
(errtspiechendderFigur1vonEP-A0171024)wledergegeben. 

Der Wonlerungsvektor 4 wrd mit Hindi und Hlndlll geflffnet und die llnearlslerte DNAwM mRi ^er DNA- 
Sequenz II (Tabelle 1) llglert In dem so erhaltenen Wonlerungsvektor 5 1st an der stumpfendlg llgierten Stdie 
eine Ncol-Schnitratelle gebildet worden. ^..^T^K^r. 

Aus dem Wonlerungsvektor 6 wlrt das (Or die Hirudin-Telsequenz codierende Fragment durchTOtarver- 
dauung ml BamHI und Acd herausgeschnltten. Dieses Fragment wW dann mit dem Wonlenjngavektor 3. der 
mSBamHI und Kpnl geflffnet wurde. sowie mit der DNArSequenz III (Tabelle 1) llglert In derDNA-Se^uenz 
III slnd die Ietzten drel Codons In der glelchen Welae numertert wle In der DNArSequenz IV (Tabdto 1). Man 
erhat so den Wonlerungsvektor 7. der (Or die ersten 80 Aminosauren der Vorlaufersequenz yon MFo und die 
ersten 30 AmJnosauren des erflndungsgemiBen Hirudln-Derivato codiert. wie durch DNA-Sequenzanalyse 

b89 ^dTm1Sk>n ienjngsvektor 5 wrd mit BamHI und Hlndlll daa Fragment ausgeschnitten, das (**>, An* 
nosfluren 31 bis 64 von Hirudin oodtert Dieses Fragment wbd In den mit den glelchen Enzymen geflffneten 



EP 0 324 712 B1 



10 



15 



20 



25 



Ktonlerungsvektor 7 llgiert wobei der Kton^ngaveMor 8 er halten wird. der fflr dte 
^Fa-Vor^ufeWuenz und die gesamte Sequenz des erf IndungsgemllJen Hirudln-Dertvats oodlert Die 
striidur dieses Ptasmlds wlrd dureh Restriktlonsanalyse bestitlgt 

3 (Broach et aL. Gene 8 (1979) 121) wird m* BamHI ^ «"d dte flbers^n 
EndeTmit Klenow-Pdyrne^se aufgefullt Die DNA wird mit Ethanol geflllt und mil elkaUseher 

Sufe^rS MF^terende Fragment ausgeschnitten und die flberstehenden Enden wle beachneben 

"^bdden atumpfendlgen DNA^equenzen werden miteinander llgiert. wobei die Plaamide pafHir17 und 
pj^i ^enKerDtes^n Raamide unterscheiden steh nur In der Ortentteru ng dee Inserts 

^ Se^P-AO^I 024beschrieben.tennhinterdleln M ^ 

. ^""A, e der EP . A o 171 024). HlerfDr elgnen sich die Ncol- und/oder die BamHI-Schnittstdlen. 
K^1m^^P\^D^ E. coli MM294 wird das Ptesmid pafHirl/ in die Leucin-bcdOrftigen 

^aiTTuSKsT trpl-rtrpl-. hls3-11. 1Sftiis3.11. 15. uraTAiraT. lysT/lysT. *^™«**> 
SSSS Bid. Massachusetts General Hospital. Boston. USA) n^derLttMurrv 
Sh^f«n HoH Tal J Bacterid.. 163 (1983) 183 tranaformiert Kotonien. die auf sdekuvem Medium 
ohneST^ waLnKoS werden iadiert und verdrudt "^^^Z^ToZ 
SL^onien beimpf t und 24 Stunden bei 28»C inkubiert Die Zellen werden ^f^^""^ 0 ^ 
. a , ^^^■rhmmhin.Heirmtestauf H^udinaktlvltat OberprDf t Aua HefeMonen. deren Oberatand Hirudin- 

ten Hefestamme werden lur die fdgenden Expresaionsverauche eingeeetzt 

Belsplel 2: Expression 

m ml Hafevdlmedium wird mitZelen. dleauaeinerfriachen Obemachtkultureinea nach Beispid 1 erhal- 
ter^n ^a arirktr^ MeXn errtnommen wurden. ao MqA dafi eine optlache Diohte OD*. - 
30 re^rSrd d" KuS wird 8 Stunden bei 28*C geschuttet worauf 90 mi <j^^"^"£ 
den jJschlieBend wW die Kultur fur welters 20 Stunden geachOttdL Die Zellen werden abzentrtfuglert und 
die Hlrudinaktlvltat Im Oberatand bestimmt. 

Belsplel 3: Aufarfaeltung 

35 Nach Be Isold 2 erhdtener Oberatand wird auf pH 3 bis 5 angesiuert und auf dne ml 0.1 M Easigrfure 
aeua^r^A^ZSTmltdnem porfisen Adsorber harz aus einem Copdymervon Styrd und DMnyW 
S%^^™Wben. Nach Waachen mit Trts • HO (pH 8,6) und 60 MMgMMJ dte 
S mft 30%taem Isopropand. Die das Hinidlri-Dertvat erthattenden Frakttonen werden verdnlgt und Ober 

40 dm I S^EPr^E^legeroinigt die mit 20 mM Plperazln • HO (pH 6) aquBibnert wurde. Die Button 
X^eXe^O^N^-G^ienten. Die das Hirudin-Derivatenthdtenden ^en^ien 
emeSverdnkjt und dureh HPLC Ober eine C18--Reversed Phas^^hromat^rap^lege^ntat Daa so 
erhattene Rdnprodukt wird anschHeOend eheraiitomatlslerten Protelnaequenzanalyse unterzogen. 

49 Belsplel 4: VergUlchsbelspId 

Verfahrtman gemaft Belsplel 1. setztjedoch an Stele derDNA4.qu.ra ■C^O^ggg" Se " 
quenzen dn. ao kann man im Oberatand der Hefetaitur nurehe minimate Hlrudin-Akthntat nachweiaen. 

« 12 

(Pro) Leu Asp Lys Arg Thr (Tyr) 

5 t CT TTG GAT AAA AGA ACG T 

89 Ilia 3' CAT GGA AAC CTA TTT TCT TGC ATA 
(Kpnl) < AccI > 
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1 2 

(Pro) Leu Asp Lya Arg He (Tyr) 

5 , CT CAT AAA AGA ATA T 

Hlb 3' CAT CCA AAC CTA TTT TCT TAT ATA 
(Kpnl) 

Bel Verwendunfl der DNA-Sequenz II lb enthaltsn die den Kloniarungsvektoren 7 „nd 8 (Tabelle 2) ent 
aprechenden Vektaren nlchtdle Ac^Schnittetalle. 

Tabelle Is DNA- Sequenzen 

SO 55 
I. 5' C CAT CTT CCT CTT TTG CCA TTC TCC 
* 3 . TA CAA CCA CAA AAC CCT AAG AGO 

(Taql) 

60 65 
AAC ACT ACT AAT AAC GOT TTA TTC TTC 
TTG TCA TGA TTA TTG CCA AAT AAC AAG 

70 

ATT AAT ACT ACT ATT GCT AGC ATT CCT 
TAA TTA TGA TGA TAA CGA TCC TAA CGA 

75 80 

GCT AAA CAA CAA GCG GTA C 3' 

CCA TTT CTT CTT CCC 5' 

(Kpnl) 



II. 



5' CATGCA 3' 
3' GTACCTTCCA 5* 
(Hindlll) 



(Pro) Leu Asp 
* III. 5' CT TTC GAT 

3' CAT CGA AAC CTA 
(Kpnl) 

SB 



Lys Arg Leu Tbr (Tyr) 

AAA AGA CTT ACG T 3 1 
TTT TCT GAA TGC ATA 5' 
(AccI) 
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DNA- Sequenz IV 

Triplett Nr. 
Aminos Sure 
Nucleotid Nr. 
Cod. Strang 
nicht cod. Strang 3 % 





0 


1 


2 


3 


4 


5 




Het 


Thr 


Tyr 


Thr 


Asp 


Cys 


1 




10 






20 




5* CT AGA 


ATG 


ACC 


TAT 


ACT 


GAC 


TGC 


3 % T 


TAG 


TGC 


ATA 


TGA 


CTG 


ACG 



15 



25 



6 


7 


8 


9 


10 


11 


12 


13 


14 


15 


Thr 


Glu 


Ser 


Giy 


{-It* 

Gin 


A en 
ASH 


r an 


uya 


r. Ai i 

UBU 


uys 






30 




40 






50 




ACT 


GAA 


TCT 


GGT 


CAG 


AAC 


CTG 


TGC 


CTG 


TGC 


TGA 


CTT 


AGA 


CCA 


GTC 


TTG 


GAC 


ACG 


GAC 


ACG 


16 


17 


18 


19 


20 


21 


22 


23 


24 


25 


Glu 


Gly 


ser 


A mm, 

ash 




cys 


£11 v 


Gin 
win 




Asn 




60 






70 






80 




GAA 


GGA 


TCT 


AAC 


GTT 


TGC 


GGC 


CAG 


GGT 


AAC 


CTT 


CCT 


AGA 


TTG 


CAA 


ACG 


CCG 


GTC 


CCA 


TTG 


26 


27 


28 


29 


30 


31 


32 


33 


34 


3S 


Lys 


Cys 


lie 


Leu 


Gly 


Ser 


Asp 


Gly 


Glu 


Lys 


90 






100 






110 




AAA 


TGC 


ATC 


CTT 


GGA 


TCC 


GAC 


GGT 


GAA 


AAG 


TTT 


ACG 


TAG 


GAA 


CCT 


AGG 


CTG 


CCA 


CTT 


TTC 


36 


37 


38 


39 


40 


41 


42 


43 


44 


45 


Aan 


Gin 


Cys 


Val 


Thr 


Gly 


Glu 


Gly 


Thr 


Pro 






120 






130 






140 




AAC 


CAG 


TGC 


GTT 


ACT 


GGC 


GAA 


GGT 


ACC 


CCG 


TTC 


GTC 


ACG 


CAA 


TGA 


CCG 


CTT 


CCA 


TGG 


GGC 


46 


47 


48 


49 


50 


51 


52 


53 


54 


55 


Lys 


Pro 


Gin 


Ser 


His 


Asn 


Asp 


Gly 


Asp 


Phe 




150 






160 






170 




AAA 


CCG 


CAG 


TCT 


CAT 


AAC 


GAC 


GGC 


GAC 


TTC 


TTT 


GGC 


GTC 


AGA 


GTA 


TTG 


CTG 


CCG 


CTG 


AAG 


56 


57 


58 


59 


60 


61 


62 


63 


64 




Glu 


Glu 


lie 


Pro 


Glu 


Glu 


Tyr 


Leu 


Gin 


Stp 






180 






190 




200 




GAA 


GAG 


ATC 


CCT 


GAG 


GAA 


TAC 


CTT 


CAG 


TAA 


CTT 


CTC 


TAG 


GGA 


CTC 


CTT 


ATG 


GAA 


GTC 


ATT 



Stp 

210 

TAG AGC TCC 3' 
ATC TCG ACC AGC T 5 1 



45 



55 



e 
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Tabelle 2: Klonierungavektoren 



10 



15 



Nr. 


pUC 




1 


19 


-E---(l,75 kb a-Fragment) • • -E- 


2 


18 


-K- • • (a-80-49) (a- 48- 8) • • -P- 


3 


19 


- 8-K- • • <o- 80-49 ) • • • ♦ (a- 48- 8) • • P ■ • E- 


4 


8 


-B--- (Hir31-64)-S-Hc-Hd- 


5 


8 


-B— - (Hir31-64)-S-N-Hd- 


6 


12 


-3--- (Hir30-3)---A---X-A- 


7 


19 


-Hd-B---(Hir30-3)— A--K- • (a-80-8) • • P 


8 


19 


-Hd-N-S---(Hir64-3)--A--K.--(a-80-8}.' 



20 ... MF«-Se<juenzen — Hirudin- Sequenz en 



Abkflrzungan fOr Restrtdtonsenzyin* 



25 


A 


= Accl 




B 


= BamHI 




E 


= EcoRl 




He 


= Hindi 




Hd 


= Hindlll 


30 


K 


= Kpnl 




N 


= Ncol 




P 


=Pstl 




S 


= Sail 




T 


= Taql 


35 


X 


= Xbal 



PatentansprOehe 

40 P.t.ntan.priich. fOr felaande Vartragaataatan : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, BE 

1. Hlrudln-DeilvatderAinlnoaauresequenz 

0 1 10 
48 Leu- Thr- Ty r- Thr- Asp- Cys- Thr- Glu- Ser- Gly- Gin- Asn- Leu- Cys- 

20 

Leu- Cys- Glu- Gly- Ser- Asn- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cys- 



50 



55 



30 40 
I le- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly-Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val- Thr- Gly- 

50 

Glu- Gly- Thr- Pro- Lys- Pro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

Glu- Glu- 1 1 e- Pro- Glu- Glu- Ty r- Leu- Gin 



7 



EP 0 324 712 B1 

2. DNA. codterend fik das PotypeptW mlt der Aminosfiure-Sequenz nach Anspruch 1 . 

3. Vektoren, enthaltend dine DNA-Sequenz nach Anspruch 2. 

4. Verfahren zur HereteHung elnes Polypeptide nach Anspruch 1. dadurch gekennzelchnet, daft man elne 
DNA nach Anspruch 2 In elner Wlrtszelle exprimlert 

& Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzelchnet da& die Wttszelle elne Hefezelle bt 
& ArzneimttteJ, gekennzetehnet durch einen Gehalt an dam Polypeptld nach Anspruch 1. 
PatentansprOche fQr folfienden Vertragaataat : OR 

1. DNA, codlamnd fa- ein Hfcrudin-Derivat der Aminosauresequenz 

0 1 10 
Leu- Thr- Tyr- Thr- Asp- Cys- Thr- Glu- Ser- Gly- Gin- Asn- Leu- Cy sk 

20 

Leu- Cys- Glu- Gly- Ser- Asn- Vsl- Cys- Gly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cys- 

30 40 
He- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val- Thr- Gly- 

50 

Clu- Gl y- Thr- Pro- Lys - Pro- Gin- Ser- HI s- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

Glu- Glu- He- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Gin . 

2. Vektoren, enthaltend eine DNA-Sequenz nach Anspruch 1. 

3. Verfahren ar Heretellung elnes Polypeptide mlt der In Anspruch 1 genannten Aminosauresequenz. da- 
durch gekennzeichnet da& man eine DNA nach Anspruch 1 in einer Wlrtszelle exprlmlert 

A. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekannzelchnet, dafi dla Wlrtszelle eine Hefezelle tot 

PatentansprOche fOr folgenden Vertragaataat : ES 

1. Verfahren zur Heretellung elnee Hlrudln-Derlvata der Aminosauresequenz 



0 1 10 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Tbr-Glu-Ser-Gly-Cln-Asn-Leu-Cys- 

20 



Leu- Cys- Glu- Gly- S er- Asn- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cys- 

40 

30 * 
lie- Leu- Cly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val -Thr- Giy- 

S0 

Glu-Cly- Thr- Pro- Lys- Pro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

Glu- Clu- 1 le- Pro- Glu-Glu- Tyr- Leu- Gin , 
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dadurch gekennzeichnet, da& man eine DNA, die fOr dieses PdypeptW codlert. In elner Wlrtszelle 
exprimlert 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daE die Wrtszelle eine Hefezelle let 



Claims 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, 8E 

1. A hrudin derivative with the amino acid sequence 



0 1 10 
15 Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-^sHrhr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu^ 

20 

Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Sor-Afln-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn- 

20 

Lya-Cys-Ile-LeuHSly-Ser-Aflp-Gly-Glu-Lya-Asn-Gla-CyB- 

40 50 
Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Prch-Gln-Ser-Eis-Aan- 

60 

Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-L«u-Gln. 



30 2. DNA coding for the polypeptide having the amino add sequence as claimed in claim 1. 
3. Vectors containing a DNA sequence as claimed in claim 2. 



A. a process for the preparation of a polypeptide as claimed in claim 1 , which comprises expression of a 
DNA as claimed In claim 2 in a host call. 



5. The process as claimed In claim 4, wherein the host cell is a yeast cell. 

6. A pharmaceutical containing a polypeptide as claimed In claim 1 . 
<o Claims for the following Contracting State : GR 

1. DNA coding for a hirudin derivative with the amino acid sequence 



50 
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0 1 « 

Len-Thr-Tyr-Thr-Aap-CyB-Thr-Glu-Sex-Gly-Gln-Afln-r-eu- 

20 

Cys-Leu-Cya-Glu-Gly-Ser-Aao-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn- 
30 

Lya-Cys-Ile-Leu-Gly-Ser-ABp-Gly-Glu-Lys-Aan-Gln-Cya- 

40 50 
Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Ly8-Pro-Gln-Ser-Hi8-Aan- 

60 

Aap-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gla. 
2. Vectors containing a DNA sequence as claimed in dalm 1 . 

8. A process for the preparation of a polypeptide with the amino acid sequence mentioned In claim 1, which 
comprises expression of a DNA as claimed In claim 1 1n a host cell. 

4. The process as claimed in claim 3, wherein the host ceil s a yeast cell. 
Claims for the following Contracting State : E8 

1. A process for the preparation of a hhidln derivative with the amino acid sequence 

0 1 1° 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Aflp-Cys-Thr-Gla-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu- 

20 

Cy s -Leu-Cy a -Glu-Gly-Ser-Asn-Val -Cya -Gly-Gln-Gly- Asn- 
30 

Lys-CyB-Ile-Lau-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Aaii-Glii-Cys- 

40 50 
Val-Tbx-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lya-Pro-Gln-Sor-HiH-Afln- 

60 

Aap-Gly-Aap-Ph«-Glu-Glu-Ila-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln, 

which comprises expression of a DNA which codes for this polypeptide in a host ceil. 
Z The process aaciakned In claim 1, wheraln the host cell is a yeast cell. 

Revindications 

Revindications pour lea Etats contractanta auhranta : AT, BE, CH, DE, FR, OB, IT, U, LU. NL. 
SE 

1. DerlvA de I'hlrudlne, de sequence cfamlnoaclcss 
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0 i 10 
Leu-Thr-Tyx-Thr-Aap-Cya-Thr-Glu-Sar-GlY-Gln-Aan-Lau-Cys- 

20 

Leu-Cya-Glu-Gly-Sor-Aan-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Aan-Lys-Cys- 

30 40 
Ile-Leu-Gly-Ser-ABp-Gly-Glu-Lya-Aan-Gln-Cys-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Aap-Phe- 
60 

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln . 

2. AON, codant pour le polypeptide ayant la eequence cfaminoackJes salon la revendlcatlon 1. 

3. Vecteura, cantenant una sequence d'ADN sakm la ravandication 2. 

A. Precede pour preparer un polypeptide selon la revendlcatlon 1 . caracterise en ce qu'on exprime un ADN 

selon la revendlcatlon 2, dam une cellule note, 
i precede salon la revendlcatlon 4, caracteriee en ce que la cellule note eat une cellule de levure. 
6. Medicament, caracttrtsa par une teneur en polypeptide salon la revandicaticn 1. 
Revendlcatlona pour I'Etat contraetant euhrant : OR 
1. ADN, codant pour un dirtv* de I'hirudine, de sequence d'amhoacidea 

0 1 10 
Leu-Thr-lYr-Thr-ABp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-ABn-Leu-Cya- 

20 

Leu-Cys-Glu-Gly-S-r-Aen-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cya- 
30 

Ile-Lau-Gly-Ser-A8p-Gly-Glu-Ly8-A8n-Gln-Cy«-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-Gly-TJir-Pro-Lya-Pro-Gln-Ser-HIs-Asn-Asp-Gly-Aap-Phe- 
60 

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 
X Vecteurs, oontenant une sequence d'ADN eeton la revendlcatlon 1 . 
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3. Proc&tt pour preparer un polypeptide ayant la sequence d'aminoacides citee dans la revendication 1, 
caracteris* en ce qu'on exprtme un ADN selon la revendication 1. dans une cellule h6te. 

4, proc6d6 salon la revendication 3, caract6ris6 en ce que la cellule htte eat une cellule de levure. 
Revendlcatlona pour I'Etat contracted auivant : ES 

1. Proc6dd pour preparer un d6riv$ de I'hirudlne, de sdquence cfaminoacides 

0 1 10 
Lou-Thr-Tyr-Thr-Aap-Cys-Thr-Glu-Sor-Gly--Gln-A8n-Leu--Cys" 

20 

Leu-Cys-Glu-Gly-Sor-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Giy-Asn-LyB-Cye- 

30 *0 
Ile-Leu-Gly-Ser-Aap-Gly-Glu-Lys-Aan-Gln-Cys-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Aap-Phe- 
60 

Glu-Glu-Ilo-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln # 

caract6ris6 en ce qu'on exprtme un ADN. qui code pour oe polypeptide, dans une cellule h*te. 

2. Procddd selon la revendication 1. caracttrls* en ce que la cellule h*e est une cellule de levure. 
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Fig, 1 



EccRI Hindlll PstI 
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